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レドニゾロン（PSL）5mg／day内服に追加してフルチ
カゾンプロピオネート（FP）400μg／day吸入を開始
した．その後β刺激剤の吸入回数が減少し，ピークフ
ロー値も標準値の60％から80％に増加している．PSL
内服は平成12年10月より隔日投与とし，平成13年1
月ll日より中止とした．その後症状の増悪は認めて
いない．
　鵡歯類がアレルゲンの喘息患者は重症化しやすい
傾向がみられ，またアレルゲンの診断には既知のもの
以外にも新たなアレルゲンが今後も出現する可能性
がある．
）＊｛　PA－20．
von　Willebrand因子遺伝子から作成したファー
ジ・ディスプレイ・ライブラリーの分子生物学的
検討
（臨床検査医学）
○萩原　剛，福武勝幸
（Department　of　Human　Genetics，
University　of　Michigan）
　David　Ginsburg
【目的】von　Willebrand因子（vWF）の機能ドメイン
を解析する目的に，vWF遺伝子からファージ・ディス
プレイ・ライブラリーを作成し，vWFペプチドを
ファージ表面に発現させた．リガンドとの高い親和性
をもつクローンの選別をパンニングアッセイによっ
て検討した．
【方法と結果】プラスミドベクターpUC13内に組み
込んだ8，581bpのvWF－cDNAを大量調整し，　DNaseI
によってランダムフラグメントに切断し，両端にベク
ター側クローニングXhol認識部位と相補的塩基配列
のアダプターにて修飾した．一方，ベクターの調整と
して，繊維状ファージfUSE3を大腸菌に感染させ大
量培養を行った後，2本鎖DNA（fUSE3－RF）を単離
精製した．fUSE3－RFのXhol認識部位に，精製した
vWF－cDNAフラグメントをライゲース反応にて挿入
した．その後エレクトロポレーションを利用して大腸
菌に形質転換させ，5×106の独立したクローンの
ファージ・ディスプレイ・ライブラリーを作成した．抗
vWFモノクローナル抗体を用いてファージ・ディス
プレイ・ライブラリーから抗体と親和性を持つクロー
ンをパンニングアッセイによって選別した．すなわち
モノクローナル抗体をファージ・ディスプレイ・ライ
ブラリーと結合反応させ，未結合のファージを洗浄
後，抗体からファージを溶出した．その後ファージは
宿主大腸菌とともに増殖させ精製した．以上の操作を
3ラウンド行い解析したところ，2種類のクローンが
選別された．挿入された遺伝子の塩基配列を確認した
結果，それぞれvWF－cDNA上の6690－6932と6663－
6794に位置した遺伝子断片であることが判明した．
【考察と結論】選別されたクローンは，その挿入遺伝
子の方向性および読み枠から，vWFのアミノ酸配列
と一致しており，モノクローナル抗体のエピトープ部
位であることが示唆された．今回作成したファージ・
ディスプレイ・ライブラリーはvWFペプチドを
ファージ表面に発現していることがパンニングアッ
セイによって確認された．今後はこのvWFファー
ジ・ディスプレイ・ライブラリーを利用した各種リガ
ンドとの親和性について検討していく予定である．な
お，本研究は平成12年度東京医科大学研究助成金を
受けている．
PA－21．
頭部CT上診断が困難であったインヒビター保
有血友病A患者の小脳出血
（臨床検査医学）
○守谷研二，新井盛夫，佐々木昭仁，川田和秀，
　藤田　進，福武勝幸
【症例】50歳，男性，第VIII因子インヒビター保有血
友病A．
【現病歴】平成12年1月7日（1／7）より頭頂～後頭
部痛と嘔気が出現．症状が改善しないため1／8当科受
診．身体所見上神経学的異常所見は認めず，頭部CT
像上，明らかな病変は認めなかったが，頭蓋内出血を
疑いプロプレックスST　75　U／kgを投与した．投与直
後より自覚症状が改善し帰宅した．翌1／9，再度頭部
CT施行したが病変は確認できなかった．その後自宅
で経過観察していたが，頭痛と嘔気が再度増悪したた
め1／14再診した．頭部CT像上の異常は認めなかっ
たが入院管理とした．入院後，経過観察していたが，症
状は遷延したため1／25頭部MRIを試行したところ，
右小脳半球に出血性病変を認めた．T2強調像ではlow
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intensityの病変があり，血腫は吸収期にあると思われ
た．同日のCTは1／8，1／9，1／14のものに比べ，右小
脳にわずかなlow　density部位を認めた．プロプレック
スSTを75　U／kg投与したところ，頭痛は速やかに消
失した．2／2，造影頭部CTを施行したが出血源となる
ような血管性病変はなく，2／5に退院となった．3／6，頭
部MRIにて血腫の吸収を確認した．
【考察】本症例では，初期から頭蓋内出血を疑いなが
らも，経過中CTで診断できなかったが，　MRIにより
出血が診断された．出血傾向のある患者の頭蓋内出血
においては，注意深い臨床経過の観察やMRI等の多
角的な検査が必要であると思われた．
PA－22．
ダイオキシンによって応答する遺伝子の単離
（1病理学第一，
2科学技術振興事業団戦略的基礎推進事業）
○黒田雅彦1・2，岩屋啓一，泉　美貴1，向井　清1
【目的】ダイオキシン（2，3，7，8－Tetrachlorodibenzo－p－
dioxin，　TCDD）は，環境中に存在する環境ホルモンの
内最も毒性が高いものの一つである．ダイオキシンの
細胞毒性はbHLH／PAS転写受容体であるArylhy－
drocarbon　receptor（AhR）によって仲介されることが
証明されている．また，ダイオキシンはこれまでの動
物実験の結果，及び疫学的調査から，発がん性，生殖
及び催奇毒性，免疫細胞への影響が指摘されている
が，その分子機構には不明な点が多い．このようなこ
とから我々は，ダイオキシンによって誘導される遺伝
子群を単離する事によりその作用の全体像を把握す
ることを試みた．
【方法】ES細胞にダイオキシンを暴露しcDNA　Re－
presentational　Difference　Analysis法（RDA法）に
よってダイオキシンによって誘導される遺伝子及び
抑制される遺伝子の単離を行った．
【結果】単離した遺伝子断片の塩基配列を決定し，
データベース検索を行うことにより，新規遺伝子3種
を含む19種の遺伝子を同定した．それらを機能的な
面から分類すると①細胞周期に関与する遺伝子忌
②ヒストンアセチル化酵素活性を持つ遺伝子③
ERストレスに関与する遺伝子群④GTP－ase－
activating　protein⑤細胞骨格に関与する遺伝子群に
分けられた．このように，ダイオキシンは多様な機能
にかかわる遺伝子の発現に影響を与えることが示唆
された．本発表では，特にZn　fingerモチーフを持つ新
規遺伝子DIF－3についてその詳細を報告する．
PA－23．
ゲノム進化におけるSryの分子進化
（生化学）
○長井光三
　哺乳類の性決定には複数の遺伝子発現が関与して
いるらしいことが近年明らかにされてきた．例えば，Y
染色体上のSryを筆頭に，常染色体上のSox9，　MIS，
SFI，　WTI及びSIPsに加え，更にX染色体上の
DAXl等が何らかの形で発生初期の一連の性決定に
関与していると考えられるようになってきた．それら
関連遺伝子群を含む発生初期の胚における一連の性
決定の過程を理解することは生化学的にも意義深い
と考えられているが，性決定の分子下溝は哺乳類では
まだ解明されていないのが現状である．このような状
況の中で，最近性決定関連遺伝子群の中で特にSryと
Sox遺伝子群例えばSox9やX染色体上のSox3等と
の進化的関連性が注目されている．更に，ゲノム進化
との関連性の中で進化医学の観点からその起源やそ
の後の分子進化的側面の探求が開始されている．この
性決定及びその関連遺伝子の進化的特性を解明する
ことはヒトゲノムの解析データの蓄積とも関連して
分子生物学的並びに生化学的に重要であると共に医
学的にも意義深いといえる．ところで，Sryは狭義では
Sox（Sry　related　HMG－box　gene）familyに属している
が，一方でHMGI～17，　TCF，　SSRP，　UBFなどと共に
80アミノ酸残基からなるHMGboxを保有して
DNAに結合するため広義ではHMG－box　Superfamily
に分類される．しかも，HMG－boxのアミノ酸配列は進
化的に保存性の強いことが特徴で他領域には見られ
ない．そこで，この保存性の強いHMGboxのアミノ
酸配列数百種類をDATA　Basesから検索し編集後，進
化解析ソフトMEGA（Molecular　Evolutionary　Genetic
Analysis）にて解析し，関連遺伝子群の起源や進化速
度（一億年当りの％divergence）等について興味ある
結論を得たので報告する．
　1）本研究は平成12年度海外出張研究の補助を受
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